LE CHONDRIOME DE TRYPANOSOMA MEGA : Observations in Vivo et par la Réeaction Cytochimique de la NADH-Diaphorase by Steinert, M.
LE  CHONDRIOME  DE  TRYPANOSOMA  MEGA
Observations in Vivo et par la Reaction
Cytochimique  de la NADH-Diaphorase
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Afrique  Centrale,  Elisabethville,  Katanga,  R6publique  du  Congo
Un  organite  d'ultrastructure  typiquement  mito-
chondriale  a  t6  rcemment  observe  chez  les
trypanosomes,  en  troite  association  avec  le
kin6tonucleus  (3,  6-8,  17).  Cette  meme  associa-
tion  a  6t6  trouvee  chez  un  bodonide  (14).  Bien
que  de  forme  assez  variable,  cet  organite  est
generalement  allong6  et a  souvent  6t6  decrit  sous
l'aspect  d'un  long  tube  ou  canal  (6,  7) sinueux,
allant  du  kin6tonucleus  chacune  des  deux  ex-
tremites  de la  cellule  (8,  15,  19,  20).  Cet aspect
particulier  ne  correspond  pas  du  tout  aux  de-
scriptions  plus  anciennes  des  mitochondries  chez
les  trypanosomes,  generalement  vues  sur  les
frottis  colors  par  les  methods  mitochondriales
comme  des  grains  ou  des  IbAtonnets  disperses
dans  le  cytoplasme.  Guha  et  al.  (4)  ainsi  que
Chakravarty  et  al.  (2)  ont  galement  observe  de
petites  mitochondries  arrondies  dans  des trypano-
somes  soumis  certains  tests  cytochimiques  des
deshydrogenases.  Ces  auteurs  n'observent  pas
l'association  de  ces mitochondries  avec  le  kin6to-
nucle6us.
Cette  absence  de correlation  entre  l'examen  au
microscope  lectronique  et  l'observation  optique
et  cytochimique  du  chondriome  nous  a  incite  A
r6examiner  le  problem  sur  Trypanosoma  mega.
Nous  avons utilise  la reaction  cytochimique  de  la
NADH-diaphorase'  qui,  selon  Novikoff  (11),
serait  la  plus  caracteristique  des  mitochondries,
bien  que  l'ergastoplasme  puisse  aussi,  dans  cer-
taines  cellules,  montrer  une  reaction  positive.
Les  resultats  d'essais  pr6liminaires  sur  T.  mega
avaient  d6ej  fait  l'objet  d'une  breve  mention
(17).  Nous  avons  depuis  apport6  une  legere
modification  la  methode  et  nous  nous  sommes
surtout  attaches  comparer  minutieusement  des
trypanosomes  fix6s  et  colors  avec  d'autres,
vivants,  examines  en  contraste  de  phase.  Nous
avons  aussi  tire  parti  d'une  observation  fortuite:
les  trypanosomes  cultives  dans  un  milieu  vieilli,
c'est  dire  conserve  sterile  la  temperature  du
laboratoire  pendant  quelques  semaines,  ont  des
mitochondries  particulierement  faciles  voir dans
un  cytoplasme  plus  clair,  moins  charge  d'inclu-
sions  lipidiques.
METHODES
Trypanosoma mega est  cultive,  sous  sa forme  crithidia,
dans  un milieu  au bactotryptose  (16)  pH  7.4,  nor-
mal  ou vieilli  par  un  sejour  d'environ  deux  mois 
la  temperature  du laboratoire. Les frottis sont sches 
l'air,  fixes pendant  2  10  minutes  l'ac6tone  glac6
puis rinc6s  A l'eau distillee.  Les  frottis sont  recouverts
du  milieu  d'incubation  au  Nitro-BT  (9,  18)  avec  ou
sans  substrat, d'apres la methode  de Becker et al. (1).
Ils sont  incubCs  en chambre humide  24
0C pendant
20  80  minutes.  Le  Nitro-BT est  un produit  de Nu-
Abrviations:  NADH,  dihydronicotinamide  ade-
nine dinucleotide;  Nitro-BT, Nitro  blue tetrazolium,
chlorure  de  2,2'-di-p-nitrophenyl-5,5'  - diph6nyl-
3,3'  - (3,5' -dim6thoxy  - 4,4' - diphenylene)  dit6t-
razolium.
192  B  R  I  E  F  N  O  T  E  Stritional  Biochemicals  Corporation  (Cleveland,
Ohio),  le  NADH  est  de  Sigma  Chemical  Company
(St. Louis, Missouri),  (DPNH,  Sigma Grade).
Les  examens  et  les  micrographies  en  contraste  de
phase  sont  ralises  avec  une  optique  Zeiss-Winkel,
objectif  100Ph  et  oculaire  compensateur  10  X.  Les
trypanosomes  vivants  sont  immobilises  par  crase-
ment entre lame et lamelle, jusqu'A ce que seule l'ex-
tremit6 libre du flagelle puisse  encore se mouvoir.
RESULTATS  ET  DISCUSSION
La  reaction  cytochimique  de  la  NADH-t6tra-
zolium  rductase  colore  intens6ment  un  appareil
de  structure  continue,  constitute  d'elements larges
ou  allonges  relies  entre  eux,  et  qui  apparait  le
plus  souvent  en  contact  troit  avec  le  kin6tonu-
cl6us.  Ces  caracteres  exterieurs  sont  ceux  du
chondriome  des trypanosomes  tel qu'il ressort  des
micrographics  electroniques  de  la  meme  esp&ce
(17,  et  observations  non  publi6es  de  l'auteur)
ou  d'autres  especes  (3,  8,  14,  20):  il  est  peu
douteux  qu'il  s'agisse  du  mme  organite,  le
microscope  lectronique  ne  montrant  en  effet
aucune  structure  pouvant  preter  confusion.
La  fig.  1 montre  les formes  les  plus habituelles
de  ce  chondriome  chez  la  crithidia  cultivee
en milieu normal: longues mitochondries sinueuses
allant  d'une  extremite  a  l'autre  de  la  cellule
(Fig.  1, a), rseau  d'elements  etroits,  anastomoses,
complete  de  quelques  mitochondries  plus  volu-
mineuses  (Fig.  1, b).  La  membrane  du  kin6tonu-
cleus  se  colore  aussi  au  diformazan.  Les  figs.
1  et  7  montrent  clairement  cette  reaction  qui
met en  evidence  l'association  kinetonucleus-mito-
chondries.  Rappelons  que  le  microscope  lec-
tronique  montre  cet  ensemble  enveloppe  d'une
double  membrane  commune  (17).  Le  corps  du
kinetonucleus  ne  donne  pas  de  reaction  positive
de la NADH-diaphorase.
La  certitude  qu'il  ne s'agit  pas d'artefacts  nous
vient de l'observation  parallele d'individus vivants.
En  contraste  de  phase,  ce  chondriome  se  voit
en  effet  tres  bien  pour  autant  qu'il  ne  soit  pas
masque  par  les  abondantes  inclusions  lipidiques
que contiennent  generalement  les  crithidias  (Figs.
2,  4  6,  et  8).  La  fig.  2  montre  des  crithidias
dont  le  chondriome  affecte  la  forme  d'un  reseau
(comparer  avec  la  Fig.  1,  b)  tandis que  la  fig.  8
montre  le  cas  particulierement  favorable  des
crithidias  cultivees  dans  un  milieu  vieilli:  ces
crithidias  sont  totalement  depourvues  de globules
de  graisse  et  leur  chondriome  est  visible  dans
toute  son  etendue  et  se  montre  bien  tel  qu'on
le  voit dans  le  frotti  fixed  et  colored  de  la  Fig.  6.
Le  kinetonucleus  est  peu  apparent  en  contraste
de  phase,  moins  d'etre  colored  vitalement  au
Vert Janus B:  dans ce  cas  on l'observe  au  contact
du  chondriome,  soit  accole  a  l'un  des  elements
dilates  de  ce  dernier,  soit  prolonged  vers  l'arriere
ou lateralement  (Figs.  4 et 5) par une ou plusieurs
mitochondries  troites  et  allongees.  Cet  aspect
correspond  exactement  aux  images  que  donne
la  reaction  cytochimique  (Figs.  1, d, et  3).
Cette  parfaite  similitude  des structures  vues  en
contraste  de  phase  et  colorees  par le  diformazan
*  (comparer  surtout  les  Figs.  7  et  8)  montre  les
qualities  de  la  methode  au  Nitro-BT  appliquee  A
des  frottis  fixes  A l'acetone.  Notons  que  nous
avons  obtenu  des  rsultats  concordants  apres
fixation  au  formol-Ca
++ (12),  mais les  cellules  se
contractent  plus dans  ce fixateur  et  la  coloration
du  chondriome  est  moins  forte.  De  plus,  de  tries
nombreux  grains  denses  de  diformazan,  disperses
dans  le  cytoplasme,  obscurcissent  la  preparation:
ces  grains  sont  sans  aucun  doute  des  artefacts
semblables  A ceux  qui ont ete  decrits A l'interieur
ou  A la  surface  de  globules  de  graisse  (11,  14).
Hitzeman  (5)  a  deja  attire  l'attention  sur  les
avantages  de  la  fixation  A l'acetone  prealable  a
l'utilisation  cytochimique  des sels  de tetrazolium.
En conclusion,  il  nous  apparalt  comme  certain
que  l'organite  lie  au  kinetonucleus  que  revele
le microscope  electronique  dans  des coupes  ultra-
minces  de  trypanosomes,  organite  entoure  d'une
double  membrane  et  contenant  des  membranes
internes  ou  crates,  est  identique  au  chondriome
tel que nous l'avons observe en contraste  de phase
et colored  par la reaction de la NADH-tetrazolium
reductase.  L'examen  de  cet  organe  dans  diverses
cultures  nous  a  montre  que  sa  forme  varie  non
seulement  d'une  cellule  l'autre  mais  surtout
selon  le  type  morphologique  (crithidia  courte  ou
longue,  forme  sanguicole)  et  en  fonction  du
milieu.  Ces  variations  seront  decrites  ulterieure-
ment.
Refu  le 21 Juin 1963.
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Vp,  vacuole pulsatile
Toutes  les figures reprhsentent  T.  mega sous la forme de  culture  (crithidia).  Grossissement
uniform  de 3,300.
FIGURE  1  NADH-Diaphorase.  Les  mitochondries  apparaissent  en  noir  ou  en  demi-
teinte.  Les  trypanosomes  c et  d  montrent particulierement  bien  la  reaction  positive de  la
membrane  du kin6tonucleus  (voir aussi Fig. 3).
FIGURE 2  Contraste  de  phase. La partie  posterieure  des crithidias est charge  de globules
de  graisse,  noirs  sur  la  photographic.  Le  ehondriome  apparait  en demi-teinte  comme  un
r6seau de filaments  et de quelques  61ments  plus  larges.
FIGURE  3  Representation  sch6matique  de  la  cellule  d,  Fig.  1.  NADH-Diaphorase.  L'
association  kintonucl6us-mitochondrie  est  tres nette dans  cet example.
FIGURE  4  Repr6sentation  sch6matique  du trypanosome  des  Figs.  5  et  6.  Contraste  de
phase.  L'individu,  biflagelle,  est en pr6division.
FIGURES  5 et  6  Contraste  de  phase.  La  m&me  cellule  photographiee  dans  deux  plans
optiques  l6grement  diff6rents.  La  Fig.  5  montre  bien  le  kinetonucl6us  colored  au  Vert
Janus  B.  Les  mitochondries  sont  plus  apparentes  dans  la  Fig.  6.  L'association
kinetonucl&us-mitochondrie  est  vidente.
194  B  R  I  E  F  N  O  T  E  SB  R  I  E  F  N  0  T  E  S  195FIGURE  7  NADH-Diaphorase.  Trypanosomes  cultiv6s  en milieu  vieux.  La  continuit  du
chondriome  est  particulierement  remarquable.  Remarquer  la  mitochondrie  longue  et
sinueuse dans  la moiti6 ant6rieure  de chaque  cellule et comparer  avec  la Fig.  8.
FIGURE 8  Contraste  de phase.  Crithidias  semblables  celles  de la Fig. 7.  Le chondriome
et  le  noyau avec  son  nucl6ole  se  voient  clairement.  Noter  l'absence  totale  de  globule  de
graisse.
196  B  R  I  E  F  N  T  E  SB  R  I  E  F  N  O  T  E  S  197